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(54) Dispositif d'injection parallelisee et synchronised pour injections sequentielles de reactifs 
d iff e rents 



(57) L'invention concerne un dispositif microfluidi- 
que d'injection de trains de chambres mobiles de reac- 
tion (102 t 103) avec separateurs (101) non miscibles 
dans des micro-canaux (21 a 26), comprenant : 

des moyens d'injection (10) pour injecter en alter- 
nance et en parallele dans les micro-canaux du li- 
quide pour former les chambres mobiles de reac- 
tion et du liquide pour former les separateurs, 



des moyens de controle de la progression de Tun 
des deux liquides, disposes pour intervenir sur une 
zone (31) de chaque micro-canal delimitant un vo- 
lume a injecter de ce liquide, les moyens de controle 
etant aptes a provoquer I'arret ou le ralentissement 
de la progression de ce liquide sur la zone de cha- 
que micro-canal en exercant une action basee sur 
une propriete physico-chimique de ce liquide, cette 
action n'ayant pas d'effet direct sur I'autre liquide. 
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Description 
DOMAINE TECHNIQUE 

[0001] (.'invention concerne un dispositif d'injection 5 
parallelis6e et synchronise pour injections s6quentiel- 
les de reactifs differents. Elle concerne 6galement un 
r6acteur biologique et un procede de mise en oeuvre 
d'un protocole biologique, biochimique ou chimique sur 
des 6chantillons. 

[0002] De maniere generate, I'invention s'applique a 
tous les domaines ayant besoin d'analyses chimiques 
ou biologiques a grands debits ou HTS (pour "High 
Through-put Screening"). 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

[0003] L'undes principauxattraitsde la microti u id ique 
pour des applications biologiques ou chimiques est de 
pouvoir miniaturiser, paralieiiser et serialiser les reac- 
tions. Ceci est par exemple tres important pour des ana- 
lyses genomiques necessitant des automates permet- 
tant d'etudier un grand nombre de genes avec des vo- 
lumes minimum et des temps d'analyse minimum. II en 
est de meme pour les analyses proteomiques. 
[0004] La miniaturisation a ete rendue possible grace 
aux developpements des microtechnologies sur sili- 
cium, verre ou plastique. II existe une litterature abon- 
dante d6crivant des realisations de micro-canaux de di- 
mension submicronique a quelques dizaines de micro- 
metres surdu silicium, du verre ou du plastique. 
[0005] La miniaturisation permet d'integrer un grand 
nombre de canaux paralieies sur une tres petite surface. 
Ainsi, il est possible d'integrer plusieurs canaux tra- 
vaillant simultanement. On peut se referer a ce sujet a 
I'article "DNA Analysis with Capillary Array Electropho- 
resis Microplates" de R.A. MATHIES et al., paru dans 
Micro Total Analysis System s'98. 
[0006] La realisation consiste a faire circuler, dans au 
moins un canal, une pluralite de reactions differentes. 
On parle alors de flux continu ou de FIA (pour "Flow In- 
jection Analysis"). La figure 1 represente, de facon 
schematique, un train de reactions permettant de faire 
circuler plusieurs volumes de reactions differentes. 
Dans le micro-canal 1 circulent des reactions R M , R jt 
R i+1 dans le sens indique par la fleche. II peut etre n6- 
cessaire de placer des s6parateurs pour differencier 
deux reactions successives afin d'eviter ou de limiter le 
melange et la contamination entre reactions. On parle 
alors de chambres mobiles de reaction Rj. 1t R jt R l+1 et 
de bouchons de separation B. Si les liquides de reaction 
et de separation sont miscibles, il faut veiller a ce qu'il 
n'y ait pas de diffusion entre reactions successives dif- 
ferentes (voir le document WO-A-00/42212). 
[0007] II est aussi possible d'utiliser des bouchons de 
separation formes par un liquide non miscible avec les 
volumes de reaction. On parle alors de "train de cham- 
bres mobiles de reaction avec separateurs pouvant etre 



non miscibles" ou par abr6viation de "trains de reac- 
tions". II est possible d'utiliser une solution aqueuse 
pour les reactions (cas le plus courant pour la biologie) 
et de I'huile (minerale, silicone...) ou un solvant organi- 
que non miscible a I'eau (I'octane par exemple) pour les 
bouchons de separation. 

[0008] L'une des difficultes techniques pour realiser 
des micro-systemes bases sur le principe de la FIA sur 
un grand nombre de micro-canaux est de concevoir des 
automates permettant de fabriquer les trains de reac- 
tions. II faut en effet injecter et faire circuler, de maniere 
precise et controiee, les trains de reactions dans les mi- 
cro-canaux. 

[0009] Le document WO-A-01/12327 divulgue un 
procede permettant de fabriquer et de mettre en mou- 
vement, dans un micro-canal principal, un train de vo- 
lumes reactionnels individualises les uns des autres par 
des volumes de separation. La mise en mouvement des 
liquides s'effectue de maniere eiectrocinetique a I'aide 
d'une pluralite d'electrodes placees le long du micro-ca- 
nal principal. L'effet eiectrocinetique n'agit que sur les 
chambres mobiles de reaction et non sur les bouchons 
de separation. Ceci permet un controle en position des 
volumes reactionnels. 

[001 0] La notion d'action selective sur une phase d'un 
systeme exploitant deux phases est deja bien connue 
dans un autre domaine. Par exemple, pour des applica- 
tions petrolieres, il existe des vannes automatiques qui 
sont ouvertes quand des gaz circulent et qui se ferment 
automatiquement d6s que du petrole arrive au niveau 
de la vanne. Le principe consiste a utiliser un systeme 
de refroidissement permettant d'obtenir des temperatu- 
res suffisamment basses dans une portion de canal 
pour geler le petrole qui ainsi bouche le canal. Quand 
c'est du gaz qui est present, celui-ci peut circuler libre- 
ment. On peut se reporter a ce sujet aux brevets ame- 
ricains N° 4 203 472, 4 269 212, 5 101 848 ainsi qu'a la 
demande internationale WO-A-94/29690. 
[0011] Le document WO-A-00/30751 divulgue une 
methode de transfert de petits volumes de liquide d'un 
reservoir du type plaque a puits vers un micro-systeme. 
Le systeme de transfert est realise au moyen d'une plu- 
ralite de petits tubes. L'injection se fait par une differen- 
ce de pression appliquee entre les deux extremites des 
tubes. La notion de congelation d'un liquide pour con- 
troler un volume d'injection est aussi rapportee. L'ensei- 
gnement de ce document ne s'applique pas a la notion 
de trains de reactions. 

[0012] II est tout a fait possible, avec les outils de I'art 
connu, de realiser, sur une voie et pour des volumes de 
plusieurs uJ, un train de reactions. II suffit par exemple 
d'utiliser un systeme de vannes etde pompes. II est pos- 
sible aussi de fabriquer a I'avance et de stocker dans 
un tube un train de reactions. II est possible aussi d'uti- 
liser un systeme de pression ou de pousse-seringue 
pour aspirer successivement des reactifs differents 
prealablement deposes dans des puits ou dans une pla- 
que a puits. 
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[0013] Les techniques de Tart connu ne permettent 
cependant pas d'obtenir le meme resultat avec des vo- 
lumes de reaction pouvant §tre tres petits (inferieurs au 
u.l) et sur une plurality de canaux en parallele, le m§me 
r6actif devant §tre injects a la fois sur tous les canaux. 
Dans ce cas, la petite taille des canaux induit en effet 
des forces capillaires qui sont preponderates par rap- 
port aux forces de viscosity. Les effets capillaires sont 
tr£s largement aleatoires car dependant du mouillage, 
des tensions interfaclales entre les deux fluides, de la 
temperature et de la rugosite des parois des canaux. 
Ainsi, dans la pratique, il est tres difficiles de contr6ler 
la synchronisation des trains en paraltele. 

EXPOSE DE L'INVENTION 

[0014] L'invention apporte une solution a ce probleme 
presents par I'art connu. 

[0015] Elle a pour objet un dispositif microfluidique 
d'injection parall6lis6e et synchronise de trains de 
chambres mobiles de reaction avec separateurs non 
miscibles dans des micro-canaux, comprenant : 

des moyens d'injection pour Injecter en alternance 
et en parallele dans les micro-canaux du liquide 
pour former les chambres mobiles de reaction et du 
liquide pour former les separateurs, 
des premiers moyens de controle de la progression 
de Tun des deux liquides dans les micro-canaux, 
disposes pour intervenir sur une zone de chaque 
micro-canal delimitant un volume a injecter de ce 
liquide dans chaque micro-canal, les premiers 
moyens de controle etant aptes a provoquer, lors- 
qu'ils sont mis en oeuvre, I'arret ou le ralentisse- 
ment de la progression de ce liquide sur ladite zone 
de chaque micro-canal en exergant une action ba- 
see sur une propriety physico-chimique de ce liqui- 
de, cette action n'ayant pas d'effet direct sur I'autre 
liquide. 

[001 6] Les premiers moyens de controle peuvent etre 
des moyens permettant de deplacer ladite zone d'inter- 
vention de chaque micro-canal afin de modifier le volu- 
me a injecter dudit liquide parmi ies deux liquides. 
[0017] De preference, les moyens d'injection com- 
prennent une piece possedant un canal d'injection com- 
muniquant avec les premieres extremites des micro-ca- 
naux. Avantageusement, le canal d'injection a Tune de 
ses extremites communiquant avec une entree de canal 
par ou les liquides sont injectes, I'autre de ses extremi- 
tes etant equipee de moyens d'evacuation des liquides 
presents dans le canal d'injection. Les moyens d'eva- 
cuation peuvent comprendre une vanne. Le canal d'in- 
jection et ladite zone de chaque micro-canal peuvent 
etre disposes de maniere parallele, les micro-canaux 
leur etant perpendiculaires. 

[001 8] Les premiers moyens de controle peuvent etre 
choisis parmi des moyens fonctionnant en mode ther- 



mique, des moyens fonctionnant en mode de ralentis- 
sement par viscosity, des moyens fonctionnant en mo- 
de a effet magn6tique, des moyens fonctionnant en mo- 
de a effet par 6lectromouillage et des moyens fonction- 

5 nant en mode a pincement de tubes. Les premiers 
moyens de controle fonctionnant en mode thermique, 
les moyens de contrdle peuvent etre choisis parmi des 
dispositifs a effet Peltier et des dispositifs a fluide calo- 
porteur. Ces moyens peuvent alors etre des moyens ap- 

10 tes a provoquer la congelation de Tun des deux liquides. 
[0019] Le dispositif microfluidique peut comprendre 
en outre au moins des deuxiemes moyens de contrdle 
de la progression dudit liquide parmi les deux liquides, 
places en aval des premiers moyens de controle et etant 

15 aptes a provoquer, lorsqu'ils sont mis en oeuvre, I'arret 
ou le ralentissement de la progression de ce liquide sur 
une zone de chaque micro-canal en exercant une action 
bas6e sur une propri6t§ physico-chimique de ce liquide, 
cette action n'ayant pas d'effet direct sur I'autre liquide. 

20 Les deuxiemes moyens de controle peuvent etre choisis 
parmi des moyens fonctionnant en mode thermique, 
des moyens fonctionnant en mode de ralentissement 
par viscosity, des moyens fonctionnant en mode a effet 
magnetique, des moyens fonctionnant en mode a effet 

25 par electromouillage et des moyens fonctionnant en mo- 
de a pincement de tubes. Les deuxiemes moyens de 
controle fonctionnant en mode thermique, les moyens 
de controle peuvent etre choisis parmi des dispositifs a 
effet Peltier et des dispositifs a fluide caloporteur. Ces 

30 moyens peuvent alors etre des moyens aptes a provo- 
quer la congelation de Tun des deux liquides. 
[0020] L'invention a aussi pour objet un r6acteur bio- 
logique comprenant : 

35 - des premiers moyens distributeurs de liquide pour 
former des chambres mobiles de reaction, 
des deuxiemes moyens distributeurs de liquide 
pour former des separateurs non miscibles, 
un dispositif microfluidique tel que defini ci-dessus 

40 dont les moyens d'injection sont relies en alternan- 
ce aux premiers moyens distributeurs et aux 
deuxiemes moyens distributeurs pour fournir, dans 
les micro-canaux du dispositif microfluidique, des 
trains de chambres mobiles de reaction avec sepa- 

45 rateurs non miscibles, 

un micro-systeme permettant de realiser un proto- 
cole biologique sur des 6chantillons circulant dans 
des canaux du micro-systeme, le micro-systeme 
comprenant pour chaque canal un premier orifice 

so d'entree relie a un micro-canal correspondant du 
dispositif microfluidique et un deuxieme orifice d'en- 
tree relie a des moyens d'injection d'echantillons 
correspondants dans les chambres de reaction. 

55 [0021] L'invention a encore pour objet un proced6 de 
mise en oeuvre d'un protocole biologique, biochimique 
ou chimique sur des echantillons comprenant : 



3 



5 



EP 1 306 674 A1 



6 



la formation dans un dispositif m i croft u id ique tel que 
defini ci-dessus de trains de chambres mobiles de 
reaction avec s6parateurs non miscibles dans des 
micro-canaux, les trains etant formes en paraltele 
et de maniere synchronisee, 
I'injection simultanee des trains de chambres mobi- 
les de reaction avec s6parateurs non miscibles. for- 
mes dans les micro-canaux du dispositif microflui- 
dique, dans les canaux d'un micro-systeme en 
nombre correspondant aux micro-canaux du dispo- 
sitif microfluidique, 

I'injection simultan6e et en parallele des echan- 
tillons dans les canaux du micro-systeme pour les 
meianger de manure synchronise aux chambres 
mobiles de reaction circulant dans les canaux du 
micro-systeme, 

la realisation du protocole biologique, biochimique 
ou chimique sur les echantillons ayant ete melan- 
ges aux chambres mobiles de reaction. 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

[0022] L'invention sera mieux comprise et d'autres 
avantages et particulates apparattront & la lecture de 
la description qui va suivre, donnee a titre d'exemple 
non limitatif, accompagnee des dessins annexes parmi 
lesquels : 

la figure 1 , dej^ decrite, represente de facon sche- 
matique un train de reactions permettant de faire 
circuler plusieurs volumes de reactions differentes ; 
les figures 2A d 2G sont des vues en coupe d'un 
dispositif d'injection parallelisee et synchronisee 
selon l'invention et illustrant son utilisation ; 
la figure 3 est une vue en detail d'un micro-canal 
d'un dispositif d'injection parallelisee et synchroni- 
see selon l'invention, utilisant des moyens de con- 
trole magnetique ; 

la figure 4 est une vue en detail d'un micro-canal 
d'un dispositif d'injection parallelisee et synchroni- 
see selon l'invention utilisant des moyens de con- 
trole par electromouillage ; 

la figure 5 est une vue en detail d'un micro-canal 
d'un dispositif d'injection parallelisee et synchroni- 
se selon l'invention utilisant des moyens de con- 
trole a pincement de tubes ; 
la figure 6 represente, de maniere sch6matisee, un 
reacteur biologique utilisant le dispositif d'injection 
parallelisee et synchronisee selon la presente 
invention ; 

la figure 7 est une vue en coupe longitudinale d'un 
composant microfluidique utilisee dans le reacteur 
biologique de la figure 6. 

EXPOSE DETAILLE DE MODES DE REALISATION 
DE L'INVENTION 

[0023] Les figures 2A a 2G sont des vues en coupe 



d'un dispositif d'injection parallelisee et synchronisee 
selon l'invention. 

[0024] Le dispositif d'injection comprend une piece 1 0 
de forme allongee et perc6e selon son axe longitudinal 

5 d'un trou traversant formant chambre d'injection et com- 
prenant une entree de canal 11 prolong6e par un canal 
d'injection 12. La piece 10 comporte egalement des 
trous d'axe perpendiculaire a I'axe du canal d'injection 
12 et aboutissant au canal d'injection. Ces trous servent 

10 de logement £ des premieres extremites de micro-ca- 
pillaires 21 £ 26 ou micro-canaux. les micro-capillaires 
sont par exemple realises £ partir de silice fondue et 
sont gaines de polyimide, par exemple du type decrit 
dans la demande internationale WO-A-00/30751. lis 

15 peuvent §tre de tres petit diametre, typiquement de 
quelques jim £ quelques centaines de tun. Leur fixation 
sur la piece 1 0 peut etre obtenue par collage. 
[0025] Les deuxiemes extremites des micro-capillai- 
res peuvent etre reliees a un micro-systeme non repre- 

20 sente. 

[0026] L'entree 11 du canal est connectee a un tube 
d'ou sont injectes les liquides successifs a faire circuler 
dans les micro-canaux. Une vanne 13 est disposee a 
I'extremite du canal d'injection opposee a l'entree 11. 
25 Les injections peuvent se faire gr3ce a une pompe, a 
un pousse-seringue ou par une difference de pression 
entre I'amont et I'aval de I'ensemble du circuit microflui- 
dique. 

[0027] Le dispositif d'injection peut etre realise en 

30 mettant en oeuvre d'autres techniques, en particulier 
des techniques de micro-usinage telles que celles qui 
sont utilisees dans le document WO-A-01/07 159. 
[0028] Comme le rnontre la figure 2A, les micro-capil- 
laires ou micro-canaux 21 a 26 sont paralteles entre eux 

35 et disposes sur un meme plan. 

[0029] Deux elements thermiques sont disposes per- 
pendiculairement aux micro-capillaires. lis sont done 
paralteles au canal d'injection 12 et definissent des zo- 
nes thermiques 31 et 32. Les zones thermiques peuvent 

^0 etre realisees & partir de resistances a effet Peltier. Elles 
peuvent aussi etre realisees en utilisant un fluide (liqui- 
de ou gazeux) caloporteur, circulant a proximite des mi- 
cro-capillaires. II est cependant avantageux de choisir 
une conception permettant de bien localiser la zone 

45 thermique le long des micro-capillaires. Par exemple, 
on peut utiliser une piece realisee dans un materiau pre- 
sentant une bonne conductivite thermique tel que le lai- 
ton, le cuivre ou I'aluminium et comportant des trous 
dans lesquels sont enfiies les micro-capillaires. Cette 

50 piece est collee a un dispositif a effet Peltier. Cette con- 
figuration permet de bien delimiter la zone thermique 
tout en assurant un bon contact thermique. 
[0030] Le fonctionnement du dispositif selon l'inven- 
tion va maintenant etre decrit en relation avec les figures 

55 2A a 2G, le dispositif devant produire dans les micro- 
capillaires des trains de chambres mobiles de reaction 
et de separateurs. On suppose que les chambres de 
reaction sont constituees a partir d'une solution aqueu- 
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se qui se trouve a l*6tat congeie pour une temperature 
T 1 de -20°C et a retat liquide a la temperature ambiante 
T 2 . Les s6parateurs sont form6s d'huile qui se trouve a 
I'etat liquide pour les temperatures T., et T 2 . 
[0031] Comme le montre la figure 2A, la vanne 13 est 
fermee et I'ensemble du dispositif est rempli d'huile 1. 
La zone thermique 31 est alors placee a la temperature 
TV 

[0032] Comme le montre la figure 2B, une solution 
aqueuse de reaction 2 est introduite dans le canal d'in- 
jection 12 et commence a remplir les micro-capillaires 
21 a 26 au fur et a mesure de sa progression dans le 
canal d'injection 12. Quand la solution 2 parvient au ni- 
veau de la zone thermique 31, la progression de cette 
solution dans le micro-capillaire concern^ s'arrete a 
cause de la congelation de la solution dans cette zone. 
De cette maniere, les parties des micro-capillaires com- 
pris entre leurs extr6mites situees dans la piece 10 et 
la zone thermique 31 sont toutes remplies du meme vo- 
lume de solution 2 si les micro-capillaires sont de sec- 
tion identique. 

[0033] La vanne 13 est alors ouverte, ce qui permet 
de purger le canal d'injection 12 et de le remplir par le 
liquide destine a former les bouchons de separation, 
c'est-a-dire I'huile 1. C'est ce que montre la figure 2C. 
Des premieres chambres de reaction 102 sont alors 
constitutes. 

[0034] La vanne 1 3 est alors fermee. La temperature 
de la zone thermique 31 passe de la temperature Tj a 
la temperature T 2 , ce qui a pour effet de decongeler la 
solution aqueuse au niveau de la zone 31 et de permet- 
tre la circulation des liquides dans les micro-capillaires 
21 a 26. 

[0035] La zone thermique 32 passe de la temperature 
T 2 a la temperature T 1# De I'huile 1 continue d'etre in- 
jectee, ce qui provoque le deplacement des chambres 
de reaction 102 formees precedemment vers la zone 
thermique 32. Les chambres de reaction 1 02 s'arretent 
en parallele lorsqu'elles abordent la zone thermique 32, 
la solution aqueuse gelant a ce niveau. C'est ce que 
montre la figure 2D. 

[0036] La vanne 1 3 est alors a nouveau ouverte. Le 
canal d'injection 12 est purge et est rempli par une so- 
lution aqueuse de reaction 3 qui peut etre differente de 
la solution aqueuse de reaction precedente (voir la figu- 
re 2E). De cette maniere, on a forme un bouchon de 
separation 101 dans chaque micro-capillaire a la suite 
de la chambre mobile de reaction formee precedem- 
ment. Chaque bouchon de separation 101 a la meme 
longueur. 

[0037] La vanne 1 3 est alors fermee. La zone thermi- 
que 32 passe de la temperature T 1 a la temperature T 2 , 
ce qui permet la circulation des liquides dans les micro- 
capillaires 21 a 26 lorsque la solution aqueuse 3 conti- 
nue a etre injectee dans le canal d'injection 12 (voir la 
figure 2F). 

[0038] La zone thermique 31 est mise a la tempera- 
ture T 1 ce qui provoque I'arret de la solution aqueuse 3 



en cours d'injection dans les micro-capillaires 21 a 26 
lorsque cette solution aqueuse 3 parvient au niveau de 
la zone thermique 31 . La vanne 1 3 est alors ouverte. Le 
canal d'injection 12 est purge et est rempli a nouveau 
5 par de I'huile 1, comme le montre la figure 2G. Des 
deuxiemes chambres de reaction 103 sont alors cons- 
titu6es. 

[0039] Le cycle de creation de bouchons de separa- 
tion et de chambres de reaction peut alors reprendre 
10 apres avoir fait passer la zone thermique 31 a la tem- 
perature T 2 . 

[0040] Dans certains cas, un ou plusieurs consti- 
tuants des chambres de reaction peuvent etre sensibles 
aux basses temperatures ou a la congelation. Par 

15 exemple, certaines reactions biologiques impliquent 
('utilisation d'enzymes dont I'activite est detruite lors- 
qu'elles se trouvent dans une solution aqueuse conge- 
iee. Dans de tels cas, le constituant sensible a la tem- 
perature peut etre ajoute a la chambre de reaction apres 

20 que celle-ci a franchi la seconde zone thermique 32, evi- 
tant de ce fait au constituant sensible d'etre soumis a la 
temperature de congelation T 1 . Les composants sensi- 
bles a la temperature peuvent alors etre introduits dans 
les chambres de reaction par un grand nombre de voies 

25 possibles, par exemple en utilisant une pluralite de ca- 
naux lateraux connectes aux micro-capillaires 21 a 26 
en position distale par rapport a la zone thermique 32 
et preievant le constituant sensible a la temperature 
dans un reservoir particulier. 

30 [0041] Pendant certaines phases, les ecoulements 
peuvent legerement se desynchroniser. Ceci a ete re- 
presente sur la figure 2F ou un decalage existe entre 
les chambres de reaction 102 deja formees. En effet, il 
peut etre difficile de garantir une relation debit/press ion 

35 homogene sur tous les micro-capillaires. En particulier, 
avec des ecoulements com port ant des interfaces entre 
des liquides non miscibles, il a ete constate que la cor- 
relation debit/pression est complexe. En effet, il est ne- 
cessaire de prendre en compte les forces de capillarite 

40 resultant des m6nisques entre les deux faces. La maT- 
trise des phenomenes de mouillage/demouillage dans 
les canaux est de maniere generate assez complexe et 
on peut constater un probleme de desynchronisation 
d'un canal a I'autre. Cependant, le mode d'injection se- 

45 Ion la presente invention permet de resynchroniser les 
ecoulements a chaque injection. L'exemple de realisa- 
tion represente par les figures 2A a 2G comprend deux 
zones d'intervention, les zones 31 et 32, mais d'autres 
zones peuvent etre prevues afin de mieux controler 

so I'avancement du train de reactions et de limiter la de- 
synchronisation. 

[0042] Les moyens de controle de la progression de 
Tun des deux liquides dans les micro-canaux peuvent 
s'appliquer a Tun ou I'autre des liquides a faire circuler. 
55 D'autres moyens de controle que les moyens thermi- 
ques peuvent etre utilises pour arreter ou freiner la pro- 
gression des liquides. On peut citer un mode de ralen- 
tissement par viscosite, un mode a effet magnetique, un 
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mode a effet par electromouillage et un mode a pince- 
ment de tubes. 

[0043] Le mode de ralentissement par viscosite peut 
etre mis en oeuvre par la meme structure que celle re- 
presentee aux figures 2A a 2G. Cependant, la tempe- 
rature agit sur une difference de viscosite entre les deux 
phases, cette difference devant etre plus importante 
lorsque les moyens de controle sont actifs. 
[0044] Pour illustrer le mode a effet magnetique, on 
n'a represents sur la figure 3 qu'une portion d'un seul 
micro-canal ou micro-capillaire 40 en coupe longitudi- 
nale, etant entendu que le mode a effet magnetique 
s'applique sur tous les micro-canaux pour obtenir une 
injection parallelisee et synchronisee. L'un des deux li- 
quides 41 et 42, par exemple le liquide 41 , contient des 
particulesferro-magnetiques sensibles a un champ ma- 
gnetique. il s'agit alors d'u n ferrofluide ou d'un fluide ma- 
gnetique. L'autre liquide ne contient pas de particules 
ferro-magnetiques. Des aimantsou des electro-aimants 
43 peuvent alors etre utilises a la place des zones ther- 
miques du dispositif des figures 2A a 2G pour assurer 
les memes fonctions. 

[0045] On peut egalement utiliser des fluides magne- 
to-rheologiques dont la viscosite peut etre augmentee 
d'un facteur 1000 sous I'effet d'un champ magnetique 
(voir le brevet americain N° 5 549 837). 
[0046] Les moyens de controle de la progression de 
Tun des deux liquides peuvent agir par effet d'electro- 
mouillage. Par electromouillage ou electrocapillarite, on 
designe la propriete de modification de i'energie de sur- 
face entre un liquide et une paroi par I'appli cation d'un 
champ electrostatique. On peut se reporter a ce sujet 
au document "Electrocapillarite et mouillage de films 
isolants par I'eau" de Bruno BERGE, C.R. Acad. Sci. 
Paris, t. 317, serie II, pages 157 a 163, 1993 ou au do- 
cument "Surface tension driven microactuation based 
on continuous electrowetting (CEW)" de Junghoon LEE 
et Chang-jin KIM, Journal of Microelectro mechanical 
Systems, vol. 9, N° 2, pages 171 a 180, 2000. Cette 
propriete depend de la nature des liquides (conductivity, 
permeabilite ...). Ainsi, il est possible d'agir selective- 
ment sur I'un des deux liquides circulant dans le dispo- 
sitif. II suffit alors de remplacer ('element thermique uti- 
lise dans le dispositif illustre par les figures 2A a 2G par 
un jeu d'electrodes permettant de creer un champ elec- 
trostatique dans les micro-cap ilia ires. 
[0047] Pour illustrer le mode a effet par electro- 
mouillage, on n'a represents sur la figure 4 qu'une por- 
tion d'un seul micro-capillaire 50 en coupe longitudinale, 
etant entendu que ce mode s'applique sur tous les mi- 
cro-capitiaires pour obtenir une injection parallelisee et 
synchronisee. Le micro-capillaire 50 comporte deux 
electrodes 51 et 52 placees respectivement sur la paroi 
superieure et sur la paroi inferieure du micro-capillaire 
50. Dans cet exemple, une couche de passivation 53 
est disposee sur I'electrode inferieure 52, du cote inter- 
ne au micro-capillaire. Cette couche de passivation peut 
etre disposee sur l'autre electrode 51 ou encore sur cha- 



cune des electrodes 51 et 52. Le micro-capillaire 50 ve- 
hicule un train de chambres mobiles de reaction 54, 
constitutes d'une solution aqueuse, et de bouchons 
d'isolation 55 constitues d'un liquide isolant, par exem- 

5 pie de I'huile. Les proprietes dielectriques des liquides 
constituant les chambres mobiles 54 et les bouchons 
d'isolation 55 sont differentes. Quand une difference de 
potentiel est appliquee entre les electrodes 51 et 52 et 
que le liquide constituant une chambre de reaction 54 

10 est present entre les electrodes 51 et 52, on observe 
que la mouillabilite de ce liquide a la paroi est augmen- 
tee. II est done possible de modifier le comportement 
fluidique du micro-capillaire. En particulier, il est possi- 
ble d'arreter recoupment quand le liquide d'une cham- 

15 bre mobile 54 est present au niveau des electrodes 51 
et 52. Quand la difference de potentiel entre ces elec- 
trodes est supprimee, la circulation des liquides peut re- 
prendre. 

[0048] Pour illustrer le mode a pincement de tubes, 
20 on n'a represents sur la figure 5 qu'une portion d'un seul 
micro-capillaire 60 en coupe longitudinale, etant enten- 
du que ce mode s'applique sur tous les micro-cap ill aires 
pour obtenir une injection parallelisee et synchronisee. 
Le capillaire 60 presente au moins une portion deforma- 
ns ble. Cette portion est par exemple en polymere ou en 
silicone. Le pincement de cette portion peut etre effec- 
tuee par un systeme mecanique schematise sous la re- 
ference 61. 

[0049] II est bien connu que la press ion capillaire re- 
30 sultant d'un menisque dans le capillaire depend de la 
section du capillaire. Cette propriete est utilisee pour im- 
mobiliser des menisques. II suffit par exemple d'avoir 
une variation de section brusque dans le capillaire. Ceci 
a deja trouve certaines applications. A ce sujet, on peut 
35 se referer au document "Design analysis of capillary 
burst valves in centrifugal microfluids" de Jun 2ENG et 
al., paru dans Micro Total Analysis Systems, 2000, 
Kluwer Academic Publishers, pages 579 a 582. Cette 
propriete peut etre utilisee dans le cadre de la presente 
40 invention en remplacant les zones thermiques du dis- 
positif des figures 2A a 2G par un pincement des capil- 
laires induisant une brusque variation de section dans 
le micro-canal. 

[0050] De preference, I'interieur du micro-canal ou 
45 micro-capillaire 60 est hydrophobe, les chambres mo- 
biles de reaction 62 sont formees d'une phase aqueuse 
et les bouchons de separation 63 d'une phase non mis- 
cible avec la phase aqueuse, par exemple de I'huile. 
Ainsi, il est possible d'arreter I'ecoulement quand une 
50 nouvelle chambre mobile de reaction arrive au niveau 
du pincement. Le relachement du pincement rend pos- 
sible la circulation des trains de reactions. 
[0051] La figure 6 represente un reacteur biologique 
utilisant le dispositif d'injection parallelisee et synchro- 
55 nisee 100 selon I'invention dont le fonctionnement est 
illustre par les figures 2A a 2G. 

[0052] La figure 6 montre une plaque a puits 71 con- 
tenant N echantillons a analyser et une plaque a puits 
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72 contenant M reactifs differents. Une analyse corres- 
pond 3 un melange d'un reactif et d'un echantillon selon 
un protocole biologique. Le protocole biologique est rea- 
lise dans un composant microfluidique ou micro-syste- 
me 80 comportant des canaux 81 . Le composant 80 est 
montre en coupe longitudinale sur la figure 7. Le nombre 
des canaux 81 est de preference egal d N. 
[0053] Le reacteur biologique de la figure 6 permet de 
realiser NxM reactions en flux continu. 
[0054] Chaque canal 81 est relie d Tun des puits de 
la plaque 3 puits 71 par des micro-tubes 73. Ainsi, le 
me me echantillon circule toujours dans le meme canal. 
Cette mise en oeuvre presente I'avantage d'eliminer 
tout risque de contamination entre deux echantillons dif- 
ferents. L'injection des echantillons peut etre obtenue 
par une pompe 74, par exemple une pompe peristalti- 
que. 

[0055] La reference 75 designe un robot schematise 
qui permet de deplacer une aiguille ou pipette 76 dans 
chaque puits de la plaque £ puits 72 contenant les M 
reactifs. L'aspiration des reactifs et leur injection vers le 
micro-systeme 80 sont assurees par un pousse-serin- 
gue 77 et une vanne de distribution 78. Le robot 75 per- 
met aussi d'amener I'aiguille 76 vers un recipient (non 
represents) contenant le liquide non miscible avec les 
reactifs et necessaire £ la formation des trains de reac- 
tions. 

[0056] Les references 10, 13, 31, 32 et 21 a 26 desi- 
gnent les memes elements que ceux representes sur la 
figure 2A. Les micro-capillaires du dispositif 100 sont 
bien sur en nombre equivalent au nombre des canaux 
81. Les references 31 et 32 designent par exemple des 
zones thermiques. 

[0057] La figure 7 montre le micro-systeme 80, obte- 
nu par collage de deux plaques superposees. La coupe 
a ete faite selon I'axe d'un canal 81 qui possede un ori- 
fice d'entree 82 et un orifice de sortie 83. 
[0058] Les capillaires 21-26 sont connectes au com- 
posant 80 par les orifices d'entree 82. Suivant le proto- 
cole utilise, les produits de reaction sont evacues vers 
une poubelle, vers un detecteur ou vers un autre micro- 
systeme par les orifices de sortie 83 connectes aux ca- 
pillaires 79. 

[0059] Le micro-systeme 80 comprend aussi des ori- 
fices 84 aboutissant dans les canaux 81. Ces orifices 
84 re^oivent les microtubes 73. Un element 90 est fixe 
sous le micro-systeme 80. II s'agit par exemple d'un dis- 
positif a effet Peltier qui permet de produire des cycles 
de temperature pour les liquides circulant dans les ca- 
naux 81. 

[0060] Le dispositif d'injection selon I'invention per- 
met de generer des trains de reactions comportant des 
chambres mobiles de reaction 102 et des bouchons de 
separation 101 sur N capillaires de maniere parallel isee 
et synchronisee. Les trains de reactions parviennent 
dans les canaux 81 du micro-systeme 80. Les chambres 
mobiles de reaction sont alors melangees a des reactifs 
amenes dans les orifices 84 par les micro tubes 73 pour 



donner des produits de reaction 110. La configuration 
utilisee permet ainsi d'effectuer les NxM reactions diffe- 
rentes en flux continu. 

[0061] Les dispositifs et le procede selon I'invention 

5 peuvent etre utilises pour realiser une grande variete de 
protocoles biologiques, biochimiques ou chimiques, in- 
cluant des reactions d'amplification (par exemple PCR 
ou LCR), des analyses genotypiques (par exemple le 
microsequen^age), des procedes de caracterisation 

10 structurelle de polysaccharides complexes, des proto- 
coles de synthese chimique, etc... 
[0062] A titre d'exemple, il est possible avec ce reac- 
teur biologique d'effectuer une reaction d'amplification 
d'ADN, en particulier une PCR (pour "Polymerase Chain 

15 Reaction"). On peut se reporter d ce sujet au document 
WO-A-01/07159 qui divulgue un micro-systeme du type 
reference 80 sur les figures 6 et 7 et un mode de reali- 
sation du protocole de la PCR en flux continu dans des 
canaux rectilignes traversant des zones & temperature 

20 variable. Le nombre de reactions obtenues est par 
exemple de 96 x 96 lorsque I'on utilise des plaques a 96 
puits pour les echantillons d'ADN et les reactifs de PCR. 
[0063] L'invention procure de nombreux avantages 
par rapport a Tart anterieur. Les trains de reaction peu- 

25 vent etre constitues de reactifs differents. L'injection 
s'effectue en parallele sur une pluralite de capillaires 
avec des volumes pouvant etre inferieurs au |il, les vo- 
lumes etant injectes alors avec une precision d'au moins 
0,01 ill. Elle peut etre amelioree par un dimensionne- 

30 ment approprie des capillaires et des zones de reaction. 
La commande est commune a tous les capillaires. Les 
volumes morts sont tres petits. En effet, le volume mort 
sur I 'ensemble des capillaires est de I'ordre du volume 
du canal d'injection 12. Le train de reactions injecte peut 

35 com porter un nombre illimite de reactifs (200 par exem- 
ple ou plus). Le systeme selon I'invention est simple a 
mettre en oeuvre : pas d'asservissement, pas de tech- 
nologie complexe. Le dimensionnement du systeme 
(distance entre le canal d'injection 12 et les zones 31, 

40 32) permet de calibrer automatiquement les volumes 
des chambres mobiles de reaction et des bouchons de 
separation. Les ecoulements sur tous les capillaires res- 
tent calibres. II est possible d'utiliser plusieurs modes 
de fonctionnement, ce qui permet de choisir le mode op- 

^5 timum, compatible avec I'application visee. L'injection 
est compatible avec un stockage des reactifs dans tout 
type de plaque a puits utilisee en biologie. 



50 Revendications 

1. Dispositif microfluidique d'injection parallelisee et 
synchronisee de trains de chambres mobiles de 
reaction (102, 103) avec separateurs (101) non 
55 miscibles dans des micro-canaux (21 a 26), 
comprenant : 

des moyens d'injection (10) pour injecter en al- 
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ternance et en parallele dans les micro-canaux 
du liquide pour former les chambres mobiles de 
reaction et du liquide pour former les separa- 
teurs, 

des premiers moyens de controle de la pro- 
gression de Tun des deux liquides dans les mi- 
cro-canaux, disposes pour intervenir sur une 
zone (31 ) de chaque micro-canal delimitant un 
volume ci injecter de ce liquide dans chaque mi- 
cro-canal, les premiers moyens de controle 
etant aptes £ provoquer, lorsqu'il sont mis en 
oeuvre, l'arr§t ou le ralentissement de la pro- 
gression de ce liquide sur ladite zone de cha- 
que micro-canal en exercant une action basee 
sur une propriete physico-chimique de ce liqui- 
de, cette action n'ayant pas d'effet direct sur 
I'autre liquide. 

Dispositif microftuidique selon la revendication 1, 
caracterise en ce que lesdits premiers moyens de 
controle sont des moyens permettant de deplacer 
ladite zone d'intervention de chaque micro-canal 
afin de modifier le volume a injecter dudit un des 
deux liquides. 

Dispositif microfluidique selon Tune des revendica- 
tions 1 ou 2, caracterise en ce que les moyens d'in- 
jection comprennent une piece (10) possedant un 
canal d'injection (12) communiquant avec les pre- 
mieres extremites des micro-canaux (21a 26). 

Dispositif microfluidique selon la revendication 3, 
caracterise en ce que le canal d'injection (12) a 
Tune de ses extremites communiquant avec une 
entree de canal (11) par ou les liquides sont injec- 
tes, I'autre de ses extremites etant equipee de 
moyens d'evacuation des liquides presents dans le 
canal d'injection (12). 

Dispositif microfluidique selon la revendication 4, 
caracterise en ce que les moyens d'evacuation 
comprennent une vanne (13). 

Dispositif microfluidique selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
les premiers moyens de controle sont choisis parmi 
des moyens fonctionnant en mode thermique, des 
moyens fonctionnant en mode de ralentissement 
par viscosite, des moyens fonctionnant en mode a 
effet magnetique, des moyens fonctionnant en mo- 
de a effet par electromouillage et des moyens fonc- 
tionnant en mode a pincement de tubes. 

Dispositif microfluidique selon la revendication 6, 
caracterise en ce que les premiers moyens de 
controle fonctionnant en mode thermique, les 
moyens de controle sont choisis parmi des disposi- 
tifs a effet Peltier et des dispositifs a fluide calopor- 



teur. 

8. Dispositif microfluidique selon la revendication 7, 
caracterise en ce que les premiers moyens de 

5 contrdle fonctionnant en mode thermique sont des 

moyens aptes a provoquer la congelation de I'un 
des deux liquides. 

9. Dispositif microfluidique selon la revendication 3, 
10 caracterise en ce que le canal d'injection (12) et 

ladite zone (31) de chaque micro-canal sont dispo- 
ses de maniere parallele, les micro-canaux (21 a 
26) leur etant perpendiculaires. 

15 10. Dispositif microfluidique selon Tune quelconque 
des revendications 13 9, caracterise en ce qu'il 
comprend en outre au moins des deuxiemes 
moyens de controle de la progression dudit liquide 
parmi les deux liquides, places en aval des pre- 

20 miers moyens de controle et etant aptes 3 provo- 
quer, lorsqu'ils sont mis en oeuvre, I'arret ou le ra- 
lentissement de la progression de ce liquide sur une 
zone (32) de chaque micro-canal en exercant une 
action basee sur une propriete physico-chimique de 

25 ce liquide, cette action n'ayant pas d 'effet direct sur 
I'autre liquide. 

11. Dispositif microfluidique selon la revendication 10, 
caracterise en ce que les deuxiemes moyens de 

30 controle sont choisis parmi des moyens fonction- 
nant en mode thermique, des moyens fonctionnant 
en mode de ralentissement par viscosite, des 
moyens fonctionnant en mode £ effet magnetique, 
des moyens fonctionnant en mode a effet par elec- 

35 tromouillage et des moyens fonctionnant en mode 
a pincement de tubes. 

12. Dispositif microfluidique selon la revendication 11, 
caracterise en ce que les deuxiemes moyens de 

40 controle fonctionnant en mode thermique, les 
moyens de controle sont choisis parmi des disposi- 
tifs a effet Peltier et des dispositifs a fluide calopor- 
teur. 

^5 13. Dispositif microfluidique selon la revendication 12, 
caracterise en ce que les deuxiemes moyens de 
controle fonctionnant en mode thermique sont des 
moyens aptes a provoquer la congelation de I'un 
des deux liquides. 

50 

14. Reacteur biologique comprenant : 

des premiers moyens distributeurs de liquide 
pour former des chambres mobiles de reaction, 
55 - des deuxiemes moyens distributeurs de liquide 
pour former des separateurs non miscibles, 
un dispositif microfluidique (100) selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 13 dont les 
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moyens d'injection (10) sont relies en alternan- 
ce aux premiers moyens distributees et aux 
deuxiemes moyens distributetirs pour fournir, 
dans les micro-canaux (21 a 26) du dispositif 
microfluidique, des trains de chambres mobiles 5 
de reaction avec separateurs non miscibles, 
un micro-systeme (80) permettant de realiser 
un protocole biologique sur des echantillons 
circulant dans des canaux (81 ) du micro-syste- 
me, le micro-systeme comprenant pour chaque 10 
canal un premier orifice d'entree (82) relie & un 
micro-canal (21 a 26) correspondant du dispo- 
sitif microfluidique (100) et un deuxieme orifice 
d'entree (84) relie a des moyens d'injection 
d'echantillons correspondants dans les cham- 15 
bres de reaction. 



15. Procede de mise en oeuvre d'un protocole biologi- 
que, biochimique ou chimique sur des echantillons 
comprenant : 20 



la formation dans un dispositif microfluidique 
(100) selon Tune quelconque des revendica- 
tions 1 3 13 de trains de chambres mobiles de 
reaction avec separateurs non miscibles dans 25 
des micro-canaux (21 a 26), les trains etant for- 
mes en parallele et de maniere synchronisee, 
injection simultanee des trains de chambres 
mobiles de reaction avec separateurs non mis- 
cibles, formes dans les micro-canaux (21 a 26) 30 
du dispositif microfluidique (100), dans les ca- 
naux (81) d'un micro-systeme (80) en nombre 
correspondant aux micro-canaux (21 £ 26) du 
dispositif microfluidique, 

I'injection simultanee et en parallele des echan- 35 
tillons dans les canaux (81) du micro-systeme 
(80) pour les melanger de maniere synchroni- 
see aux chambres mobiles de reaction circu- 
lant dans les canaux (81) du micro-systeme 
(80), 40 
la realisation du protocole biologique, biochimi- 
que ou chimique sur les echantillons ayant ete 
melanges aux chambres mobiles de reaction. 
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Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 



□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCED) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 




LACK BORDERS 



